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第 １ 章  諸 言 
 


















ある（Subr and Glasa, 2013）。また、修飾はウイルスの感染性に関与しているとの報



















































































第 ２ 章 材料及び方法 
 
2-1 研究材料 
Ak19-8及び Ak19-14の PPV感染ウメ葉を接種源とし、罹病葉 0.25gに対して接種
バッファー(0.1M Na-K リン酸バッファーpH8.0 0.1%Na2SO3添加)1ml を加えて磨砕
し、播種後 7日後のエンドウに接種してサンプルとした。また、罹病エンドウ葉を接種源


































































1. メンブレンを 100%メタノールに約 20秒間浸漬する。浸漬後、メンブレンをブロッ
ティング用バッファーの B溶液に 30分以上浸漬する。 
 











5. 2枚目の濾紙の上に B溶液を 4ml程度滴下し、B溶液に浸しておいた濾紙を重
ねる。 
 






8. メンブレンの上に B溶液を 4ml程度滴下し、B溶液に浸漬したゲルを重ねる。 
 

































Immuno-Blot Assay Kit Goat Anti-Rabbit IgG（H+L） Alkaline 
Phosphatase KitのGoat Anti-Rabbit IgG-Alkaline Phosphatase Conjugate








18. TBSを除去し、BIO-RAD社のAP Conjugate Substrate KitのAP発色用バ


























図３ ポリアクリルアミド電気泳動槽 PageRun（左） 




       
Tris 1.5g 
Glycine 7.2g 




















6-aminohexanoic acid 5.2g 
methanol 50mL 






表２ ウエスタンブロット溶液 A溶液の組成 
表３ ウエスタンブロット溶液 B溶液の組成 























表５ 抗体染色用溶液 1×TBSの組成 
表６ 抗体染色用溶液 1×TTBSの組成 
表７ 抗体染色用溶液 Blocking Buffer（ブロッキング液）の組成 








2. 葉の重量 1.0gに対して、0.1M sodium citrate buffer pH 6.7(0.01M 








5. 4での超遠心の際に分注した上清の半分量の 0.01M citric acid-phosphate 



































図４ 低速遠心機(HITACHI CF16RXⅡ) 













0.2% 2-mercaptoethanol 200μL 
urea 6.006g 
0.01M citric acid-phosphate buffer pH 7 Up to 100mL 
Total 100mL 
 
          
0.2M Na2HPO4 16.47mL 
0.1M citric acid 3.53mL 












表９ 0.1M sodium citrate buffer pH 6.7 
+ 0.01M DIECA-Na & 0.5M ureaの組成 
表１１ 0.01M citric acid-phosphate buffer pH 7.0の組成 
表１０ 0.01M citric acid-phosphate buffer pH 7.0 
+0.2% 2-mercaptoethanol & 1M ureaの組成 
表１２ borate-EDTA bufferの組成 
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2-4 大腸菌内での PPV-CP発現 
2-4-1 PPVの全長 RNAの抽出 
Ak19-8 と Ak19-14の罹病エンドウ葉から、チヨダサイエンス株式会社の





2-4-2 CP インサートの作製 
2-4-1で抽出した RNAをテンプレートとして、RT-PCRを行った。そして、PCR産物
をテンプレートとしてタカラバイオ株式会社の PrimeSTAR® HS DNA Polymeraseを
使用して PCRを行い、インサートを作成した。プライマーは、タカラバイオ株式会社の
pColdIに In-Fusion クローニングを行うために設計した。 
 
 














RNase free water 1.875μl 
10× RT buffer 0.5μl 
dNTP mix 0.5μl 
MgCl2 1.0μl 
20μM Reverse primer 0.25μl 
RNase inhibitor 0.125μl 
Reverse transcriptase 0.25μl 
Total 4.5μl 


















42℃ 25min  
    
95℃ 5min  
    
4℃ ∞  

























5× PCR buffer 5.0μl 
20μM Forward primer 0.25μl 
20μM Reverse primer 0.25μl 
ExTaq HS 0.125μl 
Total 20μl 
94℃ 4min  
    
94℃ 30sec  
    
55℃ 30sec ×30 
    
72℃ 1min  
    
72℃ 7min  
    
4℃ ∞  






















5× PrimeSTAR buffer 2.0μl 
dNTP mix 0.8μl 
20μM Forward primer 0.1μl 
20μM Reverse primer 0.1μl 
PrimeSTAR® HS DNA Polymerase 0.1μl 
Total 9.5μl 
98℃ 10sec  
    
55℃ 5sec  
   ×30 
72℃ 1min  
    
4℃ ∞  
表１８ PrimeSTAR® HS DNA Polymerase PCRの Premix組成 
表１９ PrimeSTAR® HS DNA Polymerase PCRのサーマルサイクラー設定 
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2-4-3 In-Fusion クローニングによるプラスミドへのライゲーション 
最初にタカラバイオ株式会社のコールドショック発現系プラスミドである pColdIを
NdeIで制限酵素処理を行った。そして、チヨダサイエンス株式会社の FAVORGEN 
FavorPrep GEL/PCR Purification Mini KitのPCR産物精製用プロトコルを使用し、
制限酵素処理ベクターの精製を行った。その後、精製を行った pColdI と 2-4-2で作製





















37℃ 60min ×2 
    
65℃ 20min  
    



























pColdI(30~50ng/μl NdeI処理) 0.5μl 
CP インサート(50μg/μl Ak19-8 or Ak19-14) 0.5μl 
5× In-Fusion HD Enzyme Premix 1.0μl 
Total 5.0μl 
表２２ In-Fusion クローニング時の溶液組成 













































































































































































































































































































































































Yeast Extract 1.0g 
NaCl 2.0g 
Agar 3.0g 
DDW Up to 200ml 
Total 200ml 












10× Ex Taq buffer 1.0μl 
dNTP mix 1.0μl 
20μM Forward primer 0.2μl 
20μM Reverse primer 0.2μl 










98℃ 30sec  
    
98℃ 10sec  
    
55℃ 30sec ×30 
    
72℃ 1min  
    
72℃ 7min  
    
















Yeast Extract 1.0g 
NaCl 2.0g 







2-4-7 大腸菌内発現タンパク質のHis タグアフィニティークロマトグラフィー精製 
集菌した大腸菌ペレットをもとに、タカラバイオ株式会社の TALON® Spin Columns
















（Glasa and Candresse, 2005など）によってウイルス精製を試みることとした。  













































































また、タンパク質は O-GlcNAc 修飾を受けた際に GlcNAc が 1 分子結合することで
分子量が 203Da 増加することがわかっている。それをもとにペプチドピークを観察する
と、 Ak19-14ではN末端側の 40～93アミノ酸のペプチドにO-GlcNAcが 2個、ある













































































































































































































































































































































 (Elute Buffer) 
 
溶出画分 































図１３ His タグ精製タンパク質の泳動度の比較 
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図１５ 東京都における PPVの 66番目のアミノ酸の違いによる分類 





































































ウメ輪紋ウイルス(Plum pox virus; PPV)は Prunus属の果樹に甚大な被害をもたら
す Potyvirus 属のウイルスである。当大学で保有している 4 本の PPV 感染ウメ樹
Ak19-8、-9、-11、-14 は、病徴には大きな差異は認められない。しかし、それらの罹病
葉から全タンパク質を抽出し、ウエスタンブロット解析を行った結果、Ak19-8 株の外被
タンパク質(CP)の分子量が他の 3 株よりも小さいことを見出した。DNA シークエンスデ
ータを用いて CP のアミノ酸配列を比較したところ、66 番目のアミノ酸において、
Ak19-8 株がグリシンであるのに対して、他の 3 株ではグルタミン酸であることだけが異





2010年 3月に東京都あきる野市内の同一圃場で採取された 4樹の PPV感染ウメ樹






















粒子精製で得られたバンドを切り出し、MALDI-TOF MS を行った結果、Ak19-8 及
びAk19-14の全長CP由来するバンドのうち、Ak19-14ではN末端側の 40~93番目
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